
I. 서론

치주질환은 치주조직에 염증이 발생하여 조직파
괴는 물론 골조직 흡수, 치아동요가 초래되고 궁극적
으로는 치아탈락을 야기하는 만성질환이다. 질환의
진행기전은 세균성 치태내에 존재하는 독소와 세균
그 자체로 인해 치은염증이 발생하고 만성화하여 골
파괴가 진행된다. 일반적으로 40대이상 성인의 경우
발생빈도가 높고, 자각증상이 발현되는 시기에는 이
미 중증이상으로 질환이 진행되어 연조직은 물론 지
지골조직 소실이 동반되는 것이 전형적인 증상이다. 

연령 증가와 더불어 질환의 지표로 알려진 각종 지
수들이 증가하는 경향이 보고되고 있다1) .

치주치료는 단계에 따라 염증의 제거, 이환부 절
제, 조직 재생등의 방향으로 시술되어 왔으며, 소실
된 치주조직의 회복을 위해 고안된 치료법으로 첫째
Terranova(1987)2)와 Caffesse(1988)등3)이 세포부착
능 향상을 위한 치근면 처치제의 사용과 골결손부의
재생을 위한 Yuktanandana(1959)4)가 소개한 시행한
골이식술이 있다. 이 골이식술은 현재도 임상에 시
행되고 있으나 술후 이차감염, 치근흡수와 강직, 골
공급자로부터의 질환의 전염 가능성 및 신생골 형성
의 유도능력등의 문제점이 남아 있다. 세번째로는

Gottlow(1982, 1984)등5, 6),과 Blumenthal(1988)7) 및
Magnusson(1985, 1988)8, 9) 등이 특정 세포의 선별적
이주를 이용한 조직유도재생술식이 있으나 비흡수
성 차폐막을 사용한 경우에는 이를 제거하기 위한 2
차수술이 요구되는 불편함이 있고 흡수성 차폐막인
경우에는 흡수과정에서 염증의 야기라는 새로운 문
제점이 제기되고 있다. 네번째는 질환이 이환되기
이전의 조직위치를 재건하기위한 목적으로
Gantes(1988)10) 등이 제시한 치관변위판막술이 있으
며, 마지막으로는 최근 골원성물질의 개발과
polypeptide growth factor의 임상도입이 연구의 대
상이 되고 있는 실정이다11).

Piche′와 Graves(1989)12), Graves와 Cochran
(1990)13), Lynch(1992)14), Kiritsy와 Lynch(1993)15),
Lynch와 Giannobile(1994)16), Howell등(1996)17)은
분자 및 세포생물학적인 연구를 도입하여 치유와 재
생에 관여하는 폴리펩타이드계 성장인자와 세포분
화인자의 기전을 연구한 결과 치주 조직을 포함한
모든 조직의 창상 치유에 효과가 있음을 보고하였
다. 그러나 이들 성장인자는 세포성장과 증식에 괄
목할 만한 영향을 미치며 암조직에서 다량 발견되어
임상적용을 위한 안정성 연구가 아직 부족하고 부작
용에 관해 명확히 규명되어 있지 않기 때문에 아직
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까지 실용 임상화 단계에는 미치지 못하고 있다. 
2개의 경조직이 그 사이에 개재하는 결합조직으로

연결되는 치주조직의 특수한 구조적 특성을 근거로
한 치주조직의 이상적인 치유에는 치아와 치조골을
연결하는 치주인대의 재형성이 필수적이므로 치주
인대세포가 치면으로 우선 부착이 절대적으로 요구
되며 연이어 조골세포의 증식이 필요하다1, 18, 19). 이
를 위해서는 외과적 시술후 세포가 치주인대를 재형
성하는데 영향을 미칠 수 있는 미세환경의 개선과
부작용과 독성이 없으면서도 치주인대세포 및 조골
세포의 활성을 증가시킬 수 있는 약제의 개발은 무
엇보다도 필요하다. 

근래 세포생물학의 발전은 단위세포의 배양이 가
능해진 후로 세포화학적, 물리학적 분석법, 세포주기
분석법, 동조배양법 등으로 발전하여 의학 발전 속도
가 괄목하게 두드러졌다. 

최근 여러 학자들이 골수세포를 배양하여 연골이
나 골형성 세포로 분화하여 태생기에 골형성을 유도
한다는 사실을 밝혀내고 이러한 골수유래 전구세포
를 간엽세포라 하여 이 세포 내에는 수종의 간엽 표
현형을 갖고 있다고 보고하였다20-24). 그리고 이들 간
엽 세포는 골조직, 골수, 근육, 결체조직, 인대, 연골
등으로 다양하게 분화 가능하다고 알려지게 되었다.
이러한 결과는 Ogushi(1989)등25), 박(1992)등26)에 의
해 배양 조건의 변화에 의해 발현되는 세포 표현형
에 차이가 나타나는 것으로 보고 되었다.

최근에 들어 치주질환의 치료에 응용 가능한 생약
제의 개발에 관한 연구가 활발히 진행되고 있다.
Makimura(1993)등27)은 tea catechin 추출물이 colla-
genase의 활성을 억제하여 치주염 치료 및 예방에
효과적임을 보고하였고, 양(1994)등28), 정(1995)등29)

은 한약제인 대조, 황금을 이용한 실험 연구에서 이
들 약제가 치주인대 및 골세포의 성장을 촉진한다고
보고하였으며, Chung(1995)등30)은 Scutellaria
baicalensis가 항염 작용 및 치은섬유아세포의 활성
을 촉진한다고 보고 한바 있다.

골쇄보(骨碎補;Drynariae Rhizoma)는 수룡골과에
속하는 다년생 양치식물인 넉줄고사리의 근경을 건
조한 약제32)로 Ma(1995)등31)은 Drynariae Rhizoma
가 조류의 태아골세포의 석회화와 alkaline phos-
phatase활성도를 증진시키고 proteoglycan의 합성을
촉진한다는 사실을 발표한 바 있다. 또한 중약대사
전(中葯大辭典)33), 동의보감(東醫寶鑑)34), 본경속소
(本經續蔬)35), 향약집성방(鄕藥集成方)37) 등의 고문
헌에 의해 조혈작용, 관절통 및 치통의 진통작용, 골
절시 치유 및 신생골형성 촉진제로 알려진 바 있다31,

33-37).
이와 같은 문헌적 자료를 근거로 저자는 Drynariae

Rhizoma 추출물이 치주질환으로 인해 소실된 조직
재생 치료제로서의 임상응용 가능성 여부를 판정하
여 세포단위의 생물학적 실험을 근거로한 기초자료
를 얻고 이를 이용하여 치주조직의 재생과정을 촉진
시키는데 효과적인 약제개발을 위하여 본 연구를 실
시하였다.

II. 연구 재료 및 방법

1. 연구재료 및 시료의 추출

본 연구에 사용된 생약제는 시중 건재상으로부터
구입한 골쇄보(Drynariae Rhizoma)를 재료로 하였고
표준엑기스와 표준분획 제조법에 따라 제조하였다.

총추출물의 제조는 30gm의 골쇄보를 80%의
Methanol을 용액으로 환류냉각하에서 3시간씩 3회
를 환류 추출하여 수거된 용액을 농축하여 시료로
하였다. 시료는 감압농축 및 동결건조하여 extract로
제조하여 실험에 사용할 때까지 ependorf tube에 넣
어 -20℃의 냉장고에 보관하였다. 

본실험에서 세포에 감작시킬 경우에는 설정된 예
정일에 ependorf tube에 10% FBS(fetal bovine
serum)와 100U/ml penicillin, 100㎍/ml streptomycin
이 포함된 DMEM과 함께 혼합하여 5분간 vortex 한
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후 사용하였다.

2. 세포의 배양

(1) 백서두개관세포의배양

백서 두개관세포를 배양하기 위해서 무게 100그램
전후의 백서를 Pentobarbital Sodium(Tokyo
Industrial Chem., Japan)으로 복강 마취한 후 70% 알
콜로 두피를 세척 소독하고 두경부를 탈락시켜 희생
하였다. 외과용 가위로 하악을 상악골에서 분리하고
두피를 박리하고 구개관을 분리하고 연조직을 완전
히 제거한 후 세절하여 200μ/ml penicillin(Gibco,
USA)과 200μmg/ml steptomycin(Gibco, USA) 이 첨
가된 Dulbeco’s Modified Eagle’s Medium(DMEM,
Gibco, USA)에 5회 세척한 후 세절한 다음 35mm 세
포 배양 접시에 고르게 분산 시킨 후 초기 배양액인
20% Fetal Bovine Serum(FBS)와 100U/ml penicillin,
100㎍/ml streptomycin(Gibco, USA)이 포함된
DMEM을 넣고 37°C, 습도 100%, 5% CO2 공기혼합
배양기(Vision, Korea)에서 배양하고 2세대가 경과
후 계대 배양액인 10% FBS와 100U/ml penicillin,
100㎍/ml streptomycin이 포함된 DMEM으로 3일 간
격으로 배양액을 교환하면서 밀생될 때까지 배양했
다.

(2) 백서골수세포의배양

백서를 Pentobarbital Sodium을 100g 당 5mg을 복
강 마취하여 희생시킨 후 대퇴부 근육과 골막을 제
거하고 경골을 채집하였다. 경골단을 수술도로 절단
한 후 절단면을 통해 초기배양액을 25G 주사기로 왕
복운동을 하면서 골수를 세척하여 세포현탁액을 수
거하고 이를 1500rpm으로 5분간 원심분리하였다.
상층액을 제거한 후 세포덩이를 재현탁액으로 만들
어 100unit/ml의 penicillin, 100㎍/ml의 strepto-
mycin, 0.5㎍/ml의 amphotericin-B가 포함된 10%
FBS 를 함유하는 DMEM을 넣고 혼합하여 배양하였

다. 

3. 연구방법

(1) 세포증식속도측정

24 well 배양접시(Corning Co., USA)에 1×104개
의 두개관세포와 골수세포를 가진 배양액 0.5ml를
넣은 후 배양기에서 배양하였다. 배양 24시간 후 세
포가 배양접시 바닥에 완전히 부착된 상태를 확인한
후 상층액을 제거하고, 실험군에는 Drynariae
Rhizoma를 DMEM 1ml 당 0.1, 1, 5, 10, 50㎍을 산정
하여 주입하고, 대조군에는 계대배양액으로 하여 배
양하였다. 배양 1, 3, 7, 14, 21, 30일 후에 배양액을
버리고 Phosphate Buffered Saline(이하 PBS으로 표
기)으로 세척하고 0.05% Trypsin/0.02% EDTA(
Gibco, USA)로 처리한 후 세포를 배양접시로부터 완
전히 분리수거하여 Trypan Blue로 염색하고 도립현
미경(Olympus Co., Japan)상에서 혈구세포 측정기
를 이용하여 세포수를 측정하였다.

(2) 총단백질량측정

초기 밀생상태의 두개관세포와 골수세포를
trypsin 처리하여 그 수를 측정한 후 24 well tissue
culture plates(Corning Co., USA)에 각 well 당 1×
104개 세포를 접종하였다. 

대조군에는 Drynariae Rhizoma가 함유되지 않은
상태에서 접종하였으며, 실험군에는 DMEM 1ml 당
0.1, 1, 5, 10㎍의 Drynariae Rhizoma를 혼합 접종하
고 DMEM에서 2, 4일간 배양한 후 배양액을 버리고
PBS로 3회 세척한 다음 세포층에 lysis완충용액
(0.02% Nonodent F-40)을 1ml 첨가하여 30초간 초
음파 분쇄기(Ultrsonic Dismembrator Model-300,
Fisher Co., USA)로 분쇄한 다음 200㎕ 를 취하여 단
백질양을 Bradford법에 의해 측정하였다. 골수세포
실험에서는 대조군과 5㎍/ml의 농도에서 배양한 실
험군을 각각 3, 6일에 측정하였다.
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(3) Alkaline Phosphatase 활성도측정

초기 밀생상태의 두개관세포와 골수세포를
trypsin 처리하여 그 수를 측정한 후 24 well tissue
cultire plates(Corning Co., USA )에 각 well 당 1×
104개 세포를 접종하고 대조군에는 Drynariae
Rhizoma가 함유되지 않은 상태에서 접종하였으며,
실험군에는 DMEM 1ml 당 0.1, 1, 5, 10㎍의
Drynariae Rhizoma를 혼합하여 접종하고 10% FBS
가 함유된 DMEM에서 2, 4일간 배양한 후 배양액을
버리고 PBS로 3회 세척한 다음 세포층에 lysis 완충
액(0.02% Nonident F-40)을 1ml 첨가하여 30초간 초
음파 분쇄기(Ultrasonic Dismembrator Model-300,
Fisher Co., USA)로 분쇄한 다음 300ul를 취하여
Bessay 등과 Burch등의 방법에 의하여 Alkaline
Phosphatase활성도를 측정하였다. 표준용액으로는
paranitrophenol을 넣고 37℃에서 30분간 반응시킨
뒤 1N NAOH를 넣어 반응을 중단시켰다. 이것을
500㎚에서 Spectrophotometer(Shimatsu Co., Japan)
로 흡광도를 측정하여 nmol/30min/mg protein의 단
위로 Alkaline phosphatase의 활성치를 나타내었다.
골수세포는 대조군과 5㎍/ml농도의 실험군을 배양
3, 6일에 측정 비교하였다.

(4) 석회화결절의관찰

백서 두개관세포를 5㎍/ml의 Drynariae Rhizoma
를 함유한 군과 함유하지 않은 군 그리고 10ng/ml의
혈소판 유래 성장인자(PDGF)가 함유된 군으로 설정
하여 배양 3일과 5일에 배양액을 버리고 PBS로 세척
하여 10% Neutral formalin solution에 30분간 고정한
다. 증류수로 2회 세척하고 Hematoxylin solution으
로 10초 염색한 다음 흐르는 물에 10분간 세척한 후
Eosin solution에 수초간 재염색하여 통법에 따라 세
척 건조하여 봉입 관찰한다. 또한 석회화 정도를 판
정하기 위한 염색 방법으로 칼슘과 chelate반응을 하
는 McGee-Russel의 Alizarin red S염색을 하였다.

10% Neutral formalin solution에 30분간 고정한후 세
척하여 Alizarin red S 용액에 30초 염색하고 여과지
로 염색액을 제거한 후 통법에 의하여 탈수하고
Xylene에 처리하여 봉입한다. 이때 칼슘염은 오렌지
혹은 붉은 색조로 농염된다. 도립 현미경하에서 관
찰한 후, 1.5×1.5 cm2의 격자내의 염색된 결절수를
측정 비교하였다.

III. 연구 성적

1. 세포의 증식속도

배양한 백서 두개관 세포를 Drynariae Rhizoma 추
출물을 넣지 않은 대조군과 ml당 0.1, 1, 5, 10, 50 ㎍
을 접종 배양한 실험군의 세포 증식률을 배양 1, 3, 7,
14, 21, 30일에 측정하여 비교하였다. 배양 7일까지
는 세포수의 증가가 다소 완만하였고 7일 부터 세포
수가 증가하기 시작하여 21일에 최대의 증가를 보였
다. 초기 접종 세포수는 1.0×104cells/ml이었으나,
대조군의 경우 7일과 21일에 각각 2.7×104 cells/ml,
15.2×104cells/ml로 세포수가 증가하였다. 

5㎍/ml이하의 농도의 Drynariae Rhozoma 추출액
을 투여한 실험군에서는 대조군에서보다 세포의 증
식이 증가하였는데, 1㎍/ml투여군은 7일과 21일에
3.8×104cells/ml, 21.0×104cells/ml 로, 5㎍/ml두여
군은 3.1×104cells/ml, 20.0×104cells/ml로 증가하였
다. 반면 10㎍/ml과 50㎍/ml투여군에서는 21일에 각
각 7.7×104cells/ml, 4.9×104cells/ml 로 대조군보다
낮은 증식률을 보였다(그림 1).

골수 세포를 배양하여 대조군과 5㎍/ml의
Drynariae Rhizoma추출액을 투여한 실험군과 3, 6일
에 세포수를 측정 비교하였다. 초기 세포수는 2.0×
104cells/ml이었으나, 3일에 대조군, 실험군이 각각
2.5×104cells/ml, 3.7×104cells/ml이었고 6일에는 대
조군, 실험군이 각각 4.8×104cells/ml, 6.4×104

cells/ml로 실험군에서 세포의 증식이 많이 일어났

294



295

control
0.1ug/m
l
1ug/ml
5ug/ml
10ug/ml

20

18

16

14

12

10

8

6

4

2

0

Ce
ll 
No

.(×
10

,0
00

 c
el
ls/

m
l)

0 5 10 15 20 25 30
Days in Culture

그림 1 The effect of the Drynariae Rhizoma on the pro-
liferation of rat calvaria cells

그림 2 The effect of Drynariae Thixpozoma on the prolif-
eration of rat bone marrow cells

control
5ug/ml6

5

4

3

2

1

0
2 3 4 5 6 7

Days in Culture
Ce

ll 
No

.(×
10

,0
00

 c
el
ls/

m
l)

2day
4day0.54

0.52

0.50

0.48

0.46

0.44

0.42

0.40
cont 0.1 1 5 10

Concentration(ug/ml)

O
pt

ica
l D

en
sit

y

cintrol
5ug/ml

0.51

0.50

0.49

0.48

0.47

0.46

0.45

0.44

0.43
2 3 4 5 6 7

Days in Culture
그림 3 Protein determination of rat calvaria cellis treated

with the extract of Drynariae Rhizoma
그림 4 Protein determination of rat bone marrow cell

treated with the extract of Drynariae Rhizoma



다.
Rhizoma추출액을 투여하여 배양한 세포군이 세포

의 증식이 많이 일어나는 것으로 보아 이 약제가 세
포의 성장에 영향을 갖는 물질을 함유하고 있다고
보여 진다(그림 2).

2. 총단백질양

두개관세포를 ml 당 0.1, 1, 5, 10㎍의 추출액을 투
여한 실험군과 대조군과 배양 2, 4일에 측정한 단백
질양은 실험군에서 높게 나타났다. 배양 2일에 대조
군과 실험군 (0.1, 1, 5, 10)에서 각각 0.407, 0.406,
0.473, 0.459, 0.426였으며, 4일에는 각각 0.431,
0.460, 0.495, 0.536, 0.471로 나타났고 5㎍/ml 투여
군이 총단백질양이 최대로 나타났다(그림 3).

골수세포를 대조군과 5㎍/ml투여군을 실험군으로
배양하여 단백질양을 측정한 결과 3일에 대조군, 실
험군이 각각 0.451, 0.463이었고 6일에는 각각 0.497,

0.512으로 실험군이 단백질 합성양이 많아
Drynariae Rhizoma 추출액을 투여할 때 세포의 단백
질합성능이 높은 것으로 나타났다(그림 4). 

3. alkaline phosphatase의 활성도

두개관세포의 alkaline phosphatase 활성도는 배
양 2일에 대조군, 0.1, 1, 5, 10㎍/ml투여군이 각각
0.119, 0.130, 0.156, 0.159, 0.113로 10㎍/ml투여군을
제외하고는 실험군이 높은 활성도를 보였고, 4일에
는 각각 0.127, 0.178, 0.181, 0.169, 0.165으로 실험군
이 높았다(그림 5).

골수세포 실험에서 대조군과 5㎍/ml를 투여한 실
험군의 활성도는 3일에 각각 0.1489, 0.1563으로 6일
에는 0.1594, 0.1790로 실험군이 대조군에 비하여 전
반적으로 높은 alkaline phosphatase의 활성도를 보
였다(그림 6).
4. 석회화 결절의 관찰
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도립 현미경하에서 석회화 결절의 형성을 관찰하
였다. 결절은 원형으로 주위에 세포가 밀집되어 있
었으며, 결절 중앙부위가 농염되고 주위로 연하게 염
색되었다. 1.5×1.5 cm의 장방형 격자를 이용하여
각 군의 결절수를 비교한 결과 대조군은 배양 3일에
26.3개였으며, Drynariae Rhizoma 투여군은 39.5,
PDGF 투여군은 35.4개로 나타나 Drynariae
Rhizoma 투여군의 결절형성이 많았으며, 5일에도
각각 46, 74.5, 62.5개로 나타나서 Drynariae
Rhizoma가 배양세포의 석회화 결절 형성에 대조군
뿐만 아니라 PDGF군보다도 많은 수의 석회화결절
이 나타났다(그림 7).

IV. 총괄 및 고찰

치주인대는 인체의 타부위에서는 발견할 수 없는
높은 경도의 경조직 즉 백악질과 치조골의 사이에

존재하는 치밀한 결합조직으로 치아를 경조직인 치
조골에 연결하고 있을 뿐만 아니라 다양한 세포들로
구성되어 복합적인 잠재기능을 가지고 있어 그 해부
학적 특성으로 인해 소실된 조직의 재생을 위한 임
상적 환경설정이 복잡하다. 

치주질환은 부착치은의 소실과 함께 치주낭형성
과 지지조직인 치은결합조직, 백악질, 치주인대 그리
고 치조골의 파괴를 수반하고 임상적으로 증상이 뚜
렷하지 않음으로 인해 내원시 대부분 중증이상으로
진행되는게 일반적이다. 

치조골내에는 조골세포와 파골세포가 동시에 존
재하며 조골세포의 작용이 증가하거나 파골세포의
작용 능력이 감소하는 경우 신생골의 형성이 시작된
다. 치조골은 치주질환으로 인하여 소실되기도 하
며, 매식치 시술시 많은 양의 골조직이 필요하기 때
문에 조골기능은 경우에 따라 증강하여야 할 필요가
있다.

최근까지 알려진 치주질환의 치료법은 다음과 같
다, 첫째 치은 연조직으로 부터의 증식된 세포들이
치근면으로 용이하게 이주, 부착이 증진되도록 치근
면 자체를 특정한 약물로서 처리하는 방법이다. 이
때에 주로 사용된 약제는 구연산이나 테트라싸이클
린 그리고 fibronectin과 같은 치근면 처리제이다. 치
근면 처리제는 치근면을 탈회하여 상아세관의 콜라
젠을 노출시키는 현상과 치근표면의 세균들을 제거
하거나 줄이는 작용을 근거로한 술식이었다2, 3).

둘째로는 Teflon이나 콜라젠 혹은 polylactic acid
membrane 과 같은 생체내에서 비분해 혹 분해되는
차폐막을 사용하여 파괴된 조직결손부에 특정 세포
를 선별적으로 이주, 증식시켜 결손부를 보충하게 하
는 조직유도재생술의 도입이다5-9).

셋째는 그들 자체로는 생물학적 물성을 가지지 않
으나 인접조직으로부터 소요되는 신생조직 성장에
충진제(filler) 혹은 비계역할을 하는 hydroxyapatite
나 β-Tricalcium phosphate, natural coral, bioglass등
의 골전도물질의 사용이다38-40). 
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네 번째로Garrets(1988)등41)은 탈회동결건조골이
나 골혼화 및 골수등, 숙주의 결체조직 혹은 골세포
를 자극하거나, 생활성 골형성세포를 제공하는 골유
도물질 혹은 골원성 물질을 활용하였다. 

그리고 마지막으로는 Gantes(1988)등10)이 제안한
노출된 치근면을 피복할 목적으로 임상술식 자체를
개선하여 조직 재생을 도모하는 치관변위판막술을
열거할 수 있다.

그러나 최근 polypeptide growth factor 중
platelet-derived growth factor (PDGF)에 관한 연구
에서 Pich와 Graves (1989)12)는 골유래세포 배양시
PDGF 를 첨가한 경우 세포의 증식율이 촉진되었다
고 보고하였고, Rutherford(1992)등42)은 치수, 치은
및 치주인대로부터 유래된 섬유아세포를 대상으로
PDGF의 효과를 규명한 실험에서 각 세포의 증식에
유효하다고 보고하였다. 상기 연구를 근거로 PDGF
와 insulin-like growth factor가 치주조직재생에 많은

가능성을 제시되기도 하였다11, 14-16, 43). 그러나 이
들 성장인자는 대부분의 인체를 구성하는 전반적인
섬유아세포의 성장과 증식에 괄목할 만한 영향을 미
치므로 특정조직의 재생에는 임상시술과정에 고도
의 기술을 요하게 된다. 또한 각종 종양조직에서 다
량 발견되어 임상적용을 위한 안정성 연구가 부족하
고 부작용에 관해 명확히 규명되어 있지 않기 때문
에 아직 연구단계에 있는 실정이다. 

따라서 아직 치주조직재생을 위한 획일한 치료법
은 없는 상태이며 각종 외과적 수술후 치조골과 백
악질 사이의 결합조직인 치주인대의 신속한 증식과
결손된 골조직의 재생이 완전이 이루어질 수 있도록
부작용과 독성이 없으면서 치주인대세포 및 조골세
포의 활성을 증가시킬 수 있는 약제의 개발은 무엇
보다도 필요하다.

본 연구에 사용된 골쇄보는 수룡골과 즉 고사리과
(Polypodiaceae)에 속하는 다년생 양치식물인 넉줄
고사리의 근경을 건조한 약제이다. 중약대사전(中葯
大辭典)33)에 의하면 골쇄보(Drynariae Rhizoma)는

신장을 튼튼하게 하는 약물로 조혈 및 지혈을 목적
으로 사용하는데 관절통, 치통 등을 치료하는 것으로
알려져 있다. 한의학적으로 신장은 골화과정에 가장
중요한 역할을 하는 장기로 분류되어 신장기증의 강
화는 조골작용의 기본이 된다는 원리에 근거를 두고
사용되기도 한다.

동의 보감(東醫寶鑑)34)에는 직접 치주질환 치료제
로 사용한 바 치아의 동요와 출혈이 있는 경우에 환
부에 직접 문질러서 견고하게 하며 동통을 완화한다
고 기록되어 있다. 또한 수분을 많이 함유하는 성질
이 있고 속을 견고하게 한다는 내용으로 골조직의
성장과 관련이 있으리라고 사료된다. 또한 골쇄보는
신장, 관절을 포함한 골, 치주염의 증상이 있는 치아
질환에 사용한다고 기록되어 있다. 그 효과로 치은
출혈이 없어지고 동요도가 소실되어 통증이 사라진
다고 하였다. 

특히 고대중국 의서인 본경속소에 기록된 바
Drynariae Rhizoma는 강한 생명력을 지녀서 뭉친 피
(어혈)를 잘 흐르게 한다하여 골절을 포함한 창상치
유에 사용하면 효과가 있다고 전한다. 

골쇄보는 지혈 작용이 우수하고 손상된 부위의 치
유를 촉진하여 골절시 신생골의 형성을 유도하는 약
물로 본경속소(本經續蔬)35)에 전하고 있다.

상기 한의학의 문헌적 내용31, 33-37)을 종합하여 보
면 골쇄보는 치주질환 치료제로 한방에서 이용한 약
제이며, 그 중에서도 골조직 재생과 관련한 약제로
사료되어 본 연구의 재료로 선정하였다.

본 연구는 생약 추출물이 갖는 치주 조직 재생 작
용의 메카니즘 연구에 기초가 될 것이며, 생약 추출
액중 소량의 물질로도 효과적인 재생 과정을 촉진
시킬 수 있는 물질의 개발을 위해 시도되었다. 

본 연구의 긍국적인 목적은 조골세포의 석회과정
에 대한 기전 확인과 소실된 지지골조직 재생방법의
개발을 위한 기초적 자료를 얻기 위하여, in vitro 상
에서 증식분화된 경골 골수세포를 이용하여 석회화
과정을 규명하고, 특수한 해부학적 구조를 지닌 치주
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조직의 이상적인 조직재생을 도모하기 위하여 치주
조직의 구성세포를 대상으로 세포배합율의 변화에
따른 석회화과정에 영향을 규명하는데 그 목적이 있
다. 

연구방법으로는 먼저 각종 문헌의 자료를 중심으
로 구강 질환에 이용되는 천연물을 조사 하여 치주
조직 재생효능성이 있다고 예상되는 약재를 선정하
고 이들의 추출물을 얻어 in vitro 실험을 통해 그 효
과검증을 시행한다. 

최근에 들어와 Bruder와 Caplan(1989)등20)을 비롯
한 여러 학자들이 골수세포를 배양하여 연골이나 골
형성 세포로 분화하여 태생기의 골형성을 한다는 사
실을 밝혀내고 이러한 골수유래전구세포를 mes-
enchymal stem cell이라 하고 이 세포는 배양조건의
변화에 의해 발현되는 세포표현형에 차이가 있어 수
종의 간엽 표현형을 갖고 있다고 보고하였다. 그리
고 Ogushi와 Caplan(1989)25)은 이들 mesenchymal
stem cell은 다양한 조직으로 분화가 가능하다고 발
표하였다. 이와 같은 세포의 분화기능을 분석하기
위해 골수세포를 이용 in vitro 실험을 실시하였다.

조직재생의 세포이용 연구과정에서 많은 학자에
의해 단위세포의 배양이 가능한 후로 Cloning 이 가
능해졌다는 사실은 세포의 화학적, 물리학적 분석법,
세포주기의 분석법, 동조배양법등으로 발전하여 왔
다. 세포배양법의 특징은 인간조직의 실험이 가능해
졌다는 중요한 의미를 갖는다. 과거 예상하지 못했
던 분야의 연구가 가능하여 특히 세포유합기술은 2
종 세포의 잡종세포(Hybrid)의 형성을 가능하게 하
였고 염색체지도라든가 유전자 발현기전의 해석,
Hybridoma 형성에 이용되고 있다. 최근의 유전자도
입기술(Transfaction)은 유전자의 동정, 그 기능의 해
석, 유전자 발현기전의 설명등 분자유전학의 중요한
연구 수단이 되었다22, 44, 45).

치의학 분야에서도 세포생물학의 발전은 연구방
법론과 정확한 기전들의 규명에도 많은 기여를 하여
왔다. 서(1991)47)등과 Ohshima(1988)48)등은 인간의

배양 치은섬유아세포와 치주인대세포의 생화학적
성상을 비교검토한 in vitro 연구에서 치주인대세포
가 높은 alkaline phosphatase activity를 나타낸다고
보고 하였고, 原田(1992)49)은 토끼의 치주인대세포
가 in vitro 상에서 Alizarin red에 농염되는 석회화물
질을 형성하는 것으로 보고 하였다. 또한 Melcher 등
(1986, 1987)50, 51)은 치근막인대세포를 골기질 상및
상아질 기질상에 배양하면 신생골양조직이 형성된
다고 보고하고 있다. 

본 연구에서 골수세포를 대상으로 실험한 이유는
Nojima(1990)52)등과 Arceo(1991)53)등 일부 학자들이
치주인대세포를 골원성섬유아세포 또는 osteoblastic
fibroblast라고 명명한데서 그 원인이 있다. 즉 치주
조직의 주구성세포인 치주인대세포는 섬유아세포의
성격을 지니고 있고 또 치조골 재형성 능력에 대한
연구를 근간으로 하였기 때문이다. 최근에 들어와
여러 학자들이 골수세포를 배양하여 연골이나 골형
성 세포로 분화하여 태생기의 골형성을 한다는 사실
을 밝혀내고 이러한 골수유래전구세포를 간엽세포
라 하고 이 세포내에는 수종의 간엽 표현형을 갖고
있다고 보고하였다20-24). 그리고 Caplan (1990)20)과
Nakahara(1990)44)는 이 간엽세포가 골조직, 골수, 진
피, 지방조직, 근육, 결체조직, 인대, 건, 연골등으로
다양하게 분화가능하다고 발표하였다. 

이러한 결과는 Ogushi(1989)25)등과 박(1992)26)등
일부 학자들이 배양조건의 변화에 의해 발현되는 세
포표현형이 차이가 나는 것으로 보고 하였다.

조골세포의 기원이 되는 두개관세포와 골수세포
를 시험관에서 배양하고 Drynariae Rhizoma를 생약
으로부터 추출하여 예비실험을 통해 설정된 약제의
농도를 적절하게 희석하고 이를 세포배양액에 혼합
하여 양 세포를 배양하였다. 세포에 대한 Drynariae
Rhizoma의 영향 평가는 세포의 증식속도측정과 총
단백질 형성량의 측정, alkaline phosphatase활성도
측정 및 궁극적인 석회화 결절형성의 확인 등의 과
정으로 진행하였다.
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본 연구에 나타난 세포의 증식속도는 다음과 같
다. 배양한 백서 두개관 세포를 Drynariae Rhizoma
추출물을 넣지않은 대조군과 혼합배양한 실험군의
세포 증식률은 배양 21일에 최대의 증가를 보였다
(그림 1). 골수 세포인 경우 대조군과 5㎍/ml의
Drynariae Rhizoma추출액을 투여한 실험군과 3, 6일
에 세포수를 측정 비교 하였다(그림 2). 백서두개관
세포의 증식속도는 배양 21일까지는 약제의 농도와
는 무관하게 증가하는 양상을 보였다. 그러나 배양
30일째에서는 대조군도 세포수의 감소추세를 나타
내어 배양기내에 밀생상태까지 증식된 것으로 생각
된다. 약제가 포함된 경우에는 5㎍을 함유한 경우에
가장 높은 증식율을 보였고 10㎍인 경우에는 증가폭
이 대조군보다도 낮았다. 이는 고농도의 약제가 세
포에 독성을 미쳤기 때문으로 생각된다.

골수세포인 경우 Drynariae Rhizoma추출액을 투
여한 군에서 세포의 증식이 많이 일어나는 것으로
보아 본 약제가 세포의 성장에 영향을 갖는 물질을
함유하고 있다고 보여진다. 

본 연구에 나타난 총단백질 형성능은 다음과 같
다. 두개관 세포에 약제 추출액을 투여한 실험군이
대조군에 비해 배양 2, 4일에서 단백질양은 실험군에
서 높게 나타났으며 5μg/ml 투여군이 총단백질양이
최대로 나타났다(그림 3). 골수세포인 경우도 대조
군에 비해 실험군이 전반적으로 단백질 형성능이 높
은것으로 나타났다(그림 4). 이와같이 총단백질 형
성량이 Drynariae Rhizoma 투여군에서 더 높게 나타
난 것은 조직재생과정에 본 약제가 영향을 미쳐 더
우수한 재생능력이 있다는 것을 의미한다.

본 연구에 나타난 alkaline phosophatase활성도의
결과는 다음과 같다. 두개관 세포의 alkaline phos-
phatase 활성도는 Drynariae Rhizoma 추출액 투여군
이 10㎍/ml 투여군을 제외하고는 높은 활성도를 보
였고 4일에서도 실험군이 높게 나타났다(그림 5). 골
수세포인 경우 역시 실험군이 대조군에 비하여 전반
적으로 높은 활성도를 보였다(그림 6). Ma등32)은

Drynariae Rhizoma가 조류의 태아골세포의 alkaline
phosphatase활성도를 증진시키고 proteoglycan의
합성을 촉진한다는 사실을 발표한 바 있어 동일한
경향을 확인할 수 있었다. alkaline phosphatase는 석
회화가 형성되는 부위의 국소적 인산이온농도를 증
가시키는 효소로 세포외기질에 calcium phosphate
를 침착시킴으로서 석회화를 유도하는 기능을 갖는
다54, 55). De Bernard(1982)56)는 Alkaline phosphatase
가 석회화가 이루어지는 부위에서 인산이온 농도를
증가시켜 단백질을 인단백질로 전환하고 칼슘결합
성향을 갖음으로서 인단백질이 석회화의 핵으로서
의 역할을 한다고 주장하였다. 따라서 alkaline phos-
phatase의 활성도가 증가된다는 것은 석회화가 촉진
된다는 사실을 입증하는 지표가 될 수 있다.

본 실험에서 나타난 석회화 결절형성능의 관찰은
배양된 세포에 조건배양액을 투입한 후 배양 3일과
5일에 도립 현미경하에서 형성된 석회화 결절수를
측정하였다. Bellows (1985, 1986)57)는 백서의 두개
관으로부터 골세포를 배양하여 glucocorticoids의 투
여가 골수세포의 석회결정형성에 중요한 역할을 한
다고 보고하기도 하여 석회물질 결정에 여러 요인이
작용함을 제시하였다. 배양액 결정에 있어 in vitro에
서 형성된 골양조직은 유기질내에 포함된 phos-
phate ion의 에 의해 광물화(mineralize)되므로 적당
한 농도의 phosphate ion이 필요하다. 이는 생체내
에서 인의 농도가 증가하면 골화가 촉진된다는 선학
들의 연구보고를 근거로 β-Glycerophosphate를 배
양액에 포함하였다22, 44, 45, 46). 본 연구에서도 선학들
이 제시한 바 대로 배양액에 dexamethasone을 포함
시켜 석회화결절 형성을 확인하였다.

결절은 원형으로 주위에 세포가 밀집되어 있었으
며, 결절 중앙부위가 염색액에 농염되고 주위로 연하
게 염색되었다. 그 결과 대조군은 배양 3일에 26.3개
였으며, Drynariae Rhizoma 투여군은 39.5, PDGF 투
여군은 35.4개로 나타나 Drynariae Rhizoma 투여군
의 결절 형성이 많았으며, 5일에도 각각 46, 74.5,
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62.5개로 나타나서 Drynariae Rhizoma가 배양세포
의 석회화 결절 형성에 대조군 뿐 아니라 PDGF군보
다도 많은 수의 석회화 결절이 나타났다(그림 7).

이와 같은 결과는 Ma등32)이 발표한 Drynariae
Rhizoma가 조류의 태아골세포의 석회화를 증가한다
는 사실과 동일한 결과를 나타내어 Drynariae
Rhizoma가 백서의 골세포에서도 석회화과정에 영향
을 미친다는 사실을 알 수 있었다. 

골세포의 궁극적인 목적은 골조직재생의 기본이
되는 석회화능력의 존재유무확인이 가장 중요하다.
세포의 석회화를 촉구하는 많은 연구들이 진행되어
氏家(1993)58)는 치조골로부터 배양한 세포에 Laser
를 조사하여 조사 횟수가 많을수록 세포증가가 빨라
졌으며 alkaline phosphatase activity의 활성이 증진
되고 석회화물질형성이 촉진됨을 발견하였다. 최근
의 연구동향을 보면 in vitro 상에서 배양세포의 배양
조건에 따라 표현형의 차이가 있고 또 이들 배양세
포를 이용한 조직재생방법을 모색하는 추세로 세포
생물학의 임상화가 추진되고 있는 실정이다59, 60). 

본 연구에 사용된 Alizarin red S 염색법은
anthraquinone 염료로 조직표면의 calcium 의 존재
를 chelate반응으로 증명해주는 방법이며 이 염료는
magnesium, mangan, barium, strontium, iron등에도
반응하므로 calcium에 대한 특이적인 염색은 아니나
세포내 calcium외에 다른 성분이 많지 않기 때문에
문제되지 않는다. 두개관세포의 석회화과정에서 나
타나게되는 세포외기질형성이 석회결절의 추이변화
측정에서 Drynariae Rhizoma 추출물을 적용한 세포
군에서 결절의 수가 증가하는 것으로 보아
Drynariae Rhizoma가 석회화 결절형성에 효과가 있
는 것으로 보여 진다.

파괴된 치주조직을 치료 방법중 골조직회복이 가
장 중요한 문제이며 연령의 증가로 인한 골소공증의
예방 및 치료분야의 연구에서도 조골기전의 규명이
아직 미해결인 상태로 남아 있다. 의학의 분야에서
조골과정 연구에 세포생물학의 발전은 연구방법론

과 정확한 기전들의 규명하는데 많은 기여를 하여왔
다. 치의학 분야 특히 치주과학 영역에서도 이러한
노력들이 진행되어 Oshima(1988)48)등이 시행한 인
간의 배양 치은섬유아세포와 치주인대세포의 생화
학적 성상을 비교검토한 연구와 原田(1992)49)등이
토끼의 치주인대세포가 in vitro 상에서 석회화물질
을 형성한다고 보고한 바 있다. 또한 Melcher등은
(1986, 1987)62, 63) 치근막인대세포를 골기질 상및 상
아질 기질상에 배양하면 신생골양조직이 형성된다
고 보고하고 있다. 

국내에서는 아직 세포배양술의 기술축적이 되어
있지 않아 치의학 영역에 많은 연구가 부족한 실정
이나 최근들의 생명공학분야와 생물학, 농업등에서
신품종 개발에 세포배양법을 이용해 좋은 결과가 보
고되고 있다. 치의학 영역에서는 단위세포의 배양을
시도해 그들의 형태관찰과 치은세포의 치근에의 부
착양상 관찰및 각종 호르몬들의 세포내의 영향을 관
찰하는등 점진적으로 세포생물학을 기초로한 연구
들이 부분적으로 진행되고 있는 실정인다47, 61, 62, 63).

국내 특히 치의학 영역에서는 세포생물학을 이용
한 구강내조직의 분석이나 새로운 약제및 재의 개발
을 위한 기술축적이 미흡한 실정이다. 현재 임상에
서 사용되고 있는 골대체물의 사용은 모두 외국에서
시판되는 상품을 수입한 재료들이어서 막대한 외화
의 손실을 가져오고 있고 또한 재료에 대한 근본 기
전이 밝혀지지 않은 채 임상에서 사용하게 되는 경
우가 대부분이므로 정확한 임상적용기준을 설정할
수 있으리라 생각된다.

본 연구는 조직재생과정에 나타나는 세포반응에
근거를 둔 소량의 물질로도 효과적인 치주조직 재생
을 촉진 시킬 수 있는 약제의 개발을 위해 시도되었
다. 본 연구를 위해 먼저 각종 문헌의 자료를 중심으
로 구강 질환에 이용되는 천연물을 조사 하여 추출
물을 얻고 in vitro 실험을 통해 새로운 약제 개발을
시행 하고자 한다. 

일반적인 골치료방법 선택기준의 기본적 개념은
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치조골은 충분히 재생된다는 점과 그러나 치조골 재
생은 극히 어렵다는 점이다. 이 두가지 중 어느 방법
을 선택하느냐는 것은 치조골결손의 형태, 정도, 잔
존치의 상태, 동요도, 환자의 연령, 협조도등의 인자
를 종합적으로 해석하여 시행하여야 한다. 골절제수
술은 어디까지나 골재생이 어렵고, 치태조절을 하기
쉬운 치조골, 치은 형태를 만들려는 술식이다. 또 감
염된 치근표면을 표적으로해서 골면의 적극적 처치
를 하지 않는 술식은 언젠가는 골이 재생이 된다는
생각에 근거한다. 최근에는 치주치료학의 방향이 기
본적으로 치조골의 제거치료에서 부터 골의 재생을
위한 치료로 변하고 있다. 즉 펩타이드계 성장인자
의 임상응용 도입을 추구하고 있다. 최근 성장인자
를 이용한 조직치유 방법을 개발하려는 연구가 많이
진행되고 있으나, 성장 인자에 대한 안정성의 문제가
미해결로 남아 임상적용단계에는 아직 연구되어 있
지 않은 상태이다. 그러나 natural biologic mediator
로서 거의 모든 세포의 증식, 분화, 기질합성을 조절
하는 미래의 연조직 및 경조직의 치유연구에 중요한
역할을 하리라고 기대되고 있다. 

본 연구결과 치은섬유아세포의 증식속도는 골수
세포의 증식속도보다 빠른 것으로 나타났다. 

이러한 결과는 일반적으로 창상치유과정의 조직
내에서 치은섬유아세포가 치근면에 우선 부착하여
치근흡수를 야기하는 근본적 기전설명을 뒷받침하
는 결과라 생각된다. 혼합배양시의 세포증식에 대한
실험에서 세포수가 골수세포만 배양한 경우보다 통
계학적 유의성을 인정할 수 없는 정도로 다소 높게
나타났으나 이는 세포가 혼합되어 있어 어떤 세포의
증식이 더 신속한가를 분리 측정할 수 없었기 때문
으로 차후 세포박리를 시간 차이로 분리하여 측정해
야하리라 생각된다. 

그러나 전체적 세포수는 두세포의 증식속도 범위
내에 있기 때문에 혼합배양으로 인한 상승효과는 인
정할 수 없었다.

골수세포의 조골작용기전의 이해와 아울러 최근

임상에 응용하고 있는 골대체물과의 혼용 가능성을
찾아내며, 이러한 확인과정과 분석과정에서 규명된
골대체물의 골형성과정에 대한 기전의 설명은 물론,
본 연구에서 축적된 기술은 차후 새로운 재료의 개
발과정에 활용할 수 있는 좋은 자료가 되리라 사료
되는 바이다. 

본 연구는 장기적인 관점에서 부작용이 적고 안전
한 약물의 필요성이 요구되어 최근에 한방에서 사용
해 온 생약제를 이용하여 치주염치료제의 개발을 위
한 과학적인 접근이 다방면으로 시도되고있다. 

본 연구 결과 Drynariae Rhizoma는 치주조직의 주
구성조직인 골세포에 대해 증식, 단백질 형성, alka-
line phosphatase활성도 및 석회화 과정에 많은 영향
을 미치는 것으로 나타났다. 이러한 결과와 연구방
법을 근거로 차후 다른 생약제의 동일효과 검색과
아울러 새로운 조직재생치료제로의 개발에 대한 생
체실험이 계속 지속되어야 할 것으로 사료된다.

V. 결론

치주질환으로 인해 소실된 치주조직을 재생시킬
수 있는 생약재의 개발을 위해 수룡골과 식물인
Drynariae Rhizoma를 메타놀로 추출하여 이를 두개
관세포와 골수세포에 적용하여 세포증식율, 총단백
질량, alkaline phosphatase 활성도 및 석회화결절 형
성능을 분석하여 다음과 같은 결과를 얻었다.

1. 두개관세포의 증식속도는 5㎍/ml이하에서 실
험군이 7일과 21사이에 최대의 증가를 보였으
며, 골수세포 증식속도는 대조군 실험군이 6일
에 각각 5.865×104 cells/ml, 6.375×104cells/ml
로 실험군이 높게 나타났다.

2. 총단백질양은 두개관세포에서 1㎍/ml와 5㎍
/ml에서 배양한 실험군이 높게 나타났으며, 골
수세포에서는 6일에 대조군 실험군이 각각
0.497, 0.512로 실험군이 높게 나타났다.
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3. alkaline phosphatase activity는 두개관세포에서
4일에 대조군이 0.127, 5㎍/ml 투여군이 0.169,
1㎍/ml 투여군이 0.181로 최대의 활성도를 보였
으며, 골수세포에서도 실험군이 높게 나타났다.

4. 석회화 결절의 형성능력은 배양 5일에
Drynariae Rhizoma 투여군이 74.5개, 성장인자
투여군이 62.5개, 대조군이 46개로 Drynariae
Rhizoma 투여군이 가장 높은 것으로 나타났다.

이러한 연구결과로 보아 Drynariae Rhizoma는 골
세포의 증식, 단백질합성능, alkaline phosphatase의
활성도 및 석회화 결절을 형성하는 세포의 활성을
촉진시켰으며, 향후 치주인대세포를 이용한 실험과
동물실험 등을 시행하여 그 효능을 검증하여 치주조
직의 재생을 유도하는 약제로의 개발이 가능하리라
고 생각된다.
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-Abstract-

EFFECTS OF EXTRACTS OF DRYNARIAE RHIZOMA ON
THE CHARACTERISTICS OF RAT CALARIA AND BONE MARROW CELLS

Kyung-Seok Lim*, Young-Hyuk Kwon*, Joon-Bong Park*, 
Sung-Jin Kim**, Se-Young Choung****, Kun-koo Park*****

*Department of Periodontology, College of Dentistry, Kyung-Hee University
**Department of Dental Pharmacology, College of Dentistry, Kyung-Hee University

***Department of Hygienic Chemistry, College of Pharmacology, Kyung-Hee University
****Asan Institute for Life Sciences

This study was performed to evaluate the effects of extracts of Drynariae Rhizoma on the characteristics of rat
calvaria cells(RCV) and bone marrow cells(RBM) which have the important role on the bone formation in
vitro. Drynariae Rhizoma has been known as the useful herbal medicament for treatment of the wound heal-
ing including regeneration of bone fracture, and also has been used to treat the periodontal lesions, tooth
mobility, gingival bleeding and pus discharge via sulcus in Oriental Medicine. In control group, the cells were
cultured alone with Dulbeco’s Modified Eagle's Medium contained with 10% fetal bovine serum, 100U/ml
penicillin, 100㎍/ml streptomycin, 0.5㎍/ml amphotericin-B. In experimental group, extracts of Drynariae
Rhizoma(0.1, 1, 5, 10, 50㎍/ml) were added into the above culture condition. And then each group was char-
acterized by examing the cell proliferation at 1, 3, 7, 14, 21, 30th day, the amount of total protein synthesis and
alkaline phosphatase activity of RCV at 2,4th day and those of RBM at 3, 6th day. And also, the calcified nodule
of RCV was examed at 3, 5th day in three goup, control, experimental, culture with the PDGF group.

The results were as follow ;

1. Both RCV and RBM cells in Drynariae Rhizoma-treated experimental group proliferated more rapidly than
non-treated control group. The experimental group below 5㎍/ml Drynariae Rhizoma-treated showed
more prominent cell proliferation from the 7th day to the 21st day than the control group and above 10 ㎍
/ml treated group in RCV.

2. Amount of total protein synthesis was more increased in Drynariae Rhizoma-treated group than in control
group. In 5㎍/ml Drynariae Rhizoma-treated group showed most prominent protein synthesis of the any
other exrperimental group and control group.

3. Alkaline phosphatase activity also more increased in Drynariae Rhizoma-treated group than control group.
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